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〔目　的〕
悪性腫瘍細胞における核の形態異常、分化に伴う核の形態変化はよく知られるところであるが、
その機構についてはまったく不明である。ヒト骨髄球性白血病細胞（HL－60）は、レチノイン酸
により賄粒球様細胞に分化し、核が分葉化することが知られており、細胞分化並びに核の形態変
化を解析できる有力な実験系となっている。
核の形態は核内に存在する網目状構造物（核マトリックス）により保持されていると考えられ
ている。そこで、本研究では、レチノイン酸によるHL－60細胞の分化により分葉化した核マト
リックスが得られるかどうか、その構成タンパク質に大きなSDS－PAGE泳動図の変化が認め
られるか、核マトリックスのプロテインキナーゼ活性の変化が分化につれて起こるかを調べ、次
いで変化の認められたプロテインキナーゼの諸性質を調べた。
〔方　法〕
HL－60細胞をTriton XqlOO処理することにより核を調製し、DNaseI処理によりDNA
を切断し、高塩濃度処理（0．5M NaCl）によりクロマチンタンパク質を除去し、核マトリック
スを調整した。核マトリックス中のプロテインキナーゼは、核マトリックスタンパク質をSDS－PAGE
した後、ゲルよりSDSを除去し、DTTの存在下にタンパク質の再活性化を行い、Mn、Mgの
二価カチオン、〔γ－32p〕ATPの存在下にプロテインキナーゼを自己リン酸化させ、オートラジ
ー55－
オグラフイ一により検出した。プロテインキナーゼの基質特異性の検討は、基質にカゼインを用
い、次のような方法を開発した。すなわち、カゼインを二次元電気泳動の一次元目のゲル中に一
様に分散し、核マトリックスタンパク質をSDS－PAGE後、ゲル中でカゼインのリン酸化並び
にプロテインキナーゼの自己リン酸化を行わせ、二次元目のSDS－PAGEにより核マトリック
ス蛋白質を分離するとともに、分子量の異なるカゼインの数種を分離した。その後、オートラジ
オグラフィーにより検出した。
〔結　果〕
HL－60細胞の核をライトギムザ染色により調べたところ、細胞をレチノイン酸処理した場合、
観察1，2，3，4日目において核の8．7，15．8，64．5，89．0％に分業化が認められた。一方、レチ
ノイン酸処理していないコントロールでは、常に5％以下であった。また、レチノイン酸により
分化した細胞から得た核マトリックスを電顕により調べたところ、分乗化した核マトリックスが
認められた。
次に、分化前後における核マトリックスタンパク質の変化をSDS－PAGE後クマシー染色に
より調べたところ、主要な核マトリックスタンパク質の量的変化は認められなかった。続いて、
核マトリックスに含まれるプロテインキナーゼを調べたところ、HL－60細胞においては少なく
とも7種（83kD、63kD、58kD、46kD、42kD、38kD、31kD）のプロテインキナ
ーゼが検出された。その内63kDプロテインキナーゼは、分化後著しく増加した。しかし、その
他の検出されるプロテインキナーゼには、再現性のある変化は認められなかった。
種々の組織、培養細胞より得た核マトリックス中のプロテインキナーゼを調べたところ、各プ
ロテインキナーゼの量に変化はあるものの63KDプロテインキナーゼは測定したすべての細胞
に認められた。
検出されるプロテインキナーゼの内、測定可能な5種のプロテインキナーゼのリン酸化アミノ
酸を調べたところ、83kD、46kD、42kDのものはセリン残基が、63kD、58kDのもの
はスレオニン残基が主として自己リン酸化されていた。また、レチノイン酸処理後の63kDプ
ロテインキナーゼも同様にスレオニン残基がリン酸化されていた。
カゼインを基質として核マトリックス中のプロテインキナーゼの基質特異性を調べたところ、
63kDプロテインキナーゼは、同様にスレオニン残基をリン酸化する58kDプロテインキナp
ゼや他のものと異なるカゼインのリン酸化のパターンを示した。また、この実験で核マトリック
スタンノヾク質を含まない場合カゼインのリン酸化は起こらなかった。さらに、レチノイン酸処理
後の核マトリックスでは、63kD　プロテインキナーゼの自己リン酸化の程度が増すとともに、
リン酸化されるカゼインの強度も増加した。
〔考　察〕
核マトリックスは確かに核の形態保持を行っていることが示唆された。また、核形態の変化は、
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核マトリックスのタンパク質に変化が起きた結果と考えられた。その変化は、主要な核マトリッ
クスを構成するタンパク質の量的変化ではなく、むしろマイナーなタンパク質の量的変化、それ
による主要タンパク質の修飾に関係があると考えられた。核マトリックスに存在する63kD　プ
ロテインキナーゼは、細胞分化に伴って増加し、その際起こる核の分葉化との関連が推測された。
この63kD　プロテインキナーゼは、種々の細胞に兄いだされ核マトリックスに普遍的なタンパ
ク質であると考えられた。また、63kD　プロテインキナーゼは、細胞質にも兄いだされ、レチ
ノイン酸による細胞分化に伴って核に移行する可能性が示唆された。さらに、63kD　プロテイ
ンキナーゼは、カゼイン分子種に対して他とは異なった基質特異性を示すことから、核内にユニ
ークな基質を持ち、そのリン酸化が核の分菓化などの細胞分化に伴う変化を引き起こすのではな
いかと考えられた。
〔結　論〕
レチノイン酸による核の分菓化は、核マトリックスの構造変化により引き起こされ、その際核
マトリックス構成タンパク質のリン酸化が考えられた。この修飾は、63kD　プロテインキナー
ゼ活性の変化と関係していることが示唆された。
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学位論文審査の結果の要旨
本論文は、レチノイン酸（A酸月こよるヒトHL－60細胞の分化にともなケ核の形態変化の分子
機構を明らかにする目的で、．核マトリックスのプロテインキナーゼ（PK）の活性変化とその諸性
質を明らかにしたものであり、得られた結果は次の通りであった。
1）A酸によって分化したHL－60細胞より分乗化した核マトリックスが得られ、核の形態保持
を核マトリックスが行なっていることが示唆された。しかし単離した核マトリックス蛋白質を
1次元及び2次元電気泳動により比較したところ、主要な構成蛋白質には量的変化が認められ
なかった。このため分業化は量的変化の結果ではなく、修飾状態の変化の結果であると考えら
れた。
2）核マトリックスに存在するRKを活性ゲル法により調べたところ、7種以上が検出され、そ
の内63kDPKの活性がA酸処理2日以降著しく増加した。
3）このうち、主なPKの性質を比較したところ、83，46，42KDはセリン残基が、63，58kD
はスレオニン残基が主として自己リン酸化を受けた。
4）基質特異性を検出するため新しい二次元電気泳動法を開発し、カゼインに対する特異性を調
べたところ63kDPKが他のPKと異なることが分かった。
63kDPKは様々な細胞の核マトリックスにも存在することから、特異な基質を持ち、A酸に
よるHL－60細胞の分葉化を含む分化過程に関与することが示唆された。
以上、本論文はA酸によりHL－60細胞の核マトリックスに存在する63kDPKの活性が増加
することを明らかにしたもので、核の形態変化における核マトリックスの役割を解明するととも
に、細胞分化や腫瘍化にともなう核の形態および機能変化の機構の解明についての手がかりを与
えるものであり、医学博士の学位論文として価値あるものと認める。
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